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Signalne poti v glioblastomskih celicah ob prisotnosti kanabidiola v kombinaciji s 
kemoterapevtikom temozolomidom   
Povzetek: Glioblastom (GB) predstavlja najbolj agresivni možganski tumor, ki se 
predvidoma razvije iz astrocitov. Slaba prognoza bolezni, tudi ob konvencionalni obliki 
zdravljenja kot je operativni poseg, obsevanje in kemoterapija ne preprečuje 
napredovanja bolezni. Sočasna (adjuvantna) terapija z naravnimi učinkovinami je način 
zdravljenja, kjer velikokrat ne poznamo signalnih poti preko katerih te učinkujejo. V 
nalogi smo raziskali vpliv naravnega kanabinoida, kanabidiola (CBD) samega in v 
kombinaciji s kemoterapevtikom temozolomidom (TMZ) na signalno pot, ki jo posreduje 
proteinska kinaza 1/2 (ERK1/2), kar vpliva na proliferacijo, migracijo, invazijo in 
apoptozo glioblastomskih celic. Ugotovili smo, da se je pri GB celicah U87 izražanje 
aktivirane fosforilirane oblike ERK proteina, pri tretiranju s CBD zmanjšalo na 43 %, pri 
CBD v kombinaciji s TMZ pa na 20 %. Na GB U373 celice tretiranje s samim CBD in v 
kombinaciji s TMZ, ni imelo vpliva. 
Ključne besede: glioblastom multiforme, kanabidiol, kemoterapevtik  
Cannabidiol alone and in combination with chemotherapeutic temozolamide affects 
on glioblastoma signaling pathways  
Abstract: Glioblastoma (GB) represents the most aggressive brain tumor, which 
presumably develops from astrocytes. Ceonventional treatment such as surgery, radiation 
and chemotherapy, does not enhance poor prognosis and prevent the progression of the 
disease. Concomitant (adjuvant) therapy with natural substances is rather common way 
of treatment, where the signaling pathways is often unknown. In this thesis, we have 
investigated the influence of the natural cannabinoid cannabidiol (CBD) alone and in 
combination with chemotherapeutic temozolomide (TMZ) on signaling pathway that 
includes protein kinase ERK1/2, affecing proliferation, migration, invasion and apoptosis 
of glioblastoma cells. We found that the activated, phosphorilated ERK protein, in GB 
U87 cells, was reduced down to 43 % after treatment with CBD and to 20 % after 
treatment with CBD in combination with TMZ. CBD alone or in combination with TMZ 
did not have any impact on GB U373 cells. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
Kratica/simbol Pomen 
atm   atmosfera 
BSA   goveji serumski albumin  
CBD   kanabidiol (angl. cannabidiol) 
CŽS   centralni živčni sistem 
DMEM  Dublekov modificirani Eaglov medij 
DMSO  dimetil sulfoksid 
DPBS   Dulbekov fosfatni pufer (angl. Dulbecco’s phosphate bufferes 
   saline) 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
EGFR   receptor epidermalnega rastnega dejavnika 
ERK   kinaza, aktivirana z zunajceličnimi signali 
EtOH   etanol 
FBS   fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum) 
GB   glioblastom multiforme 
IDH1   izocitrat-dehidrogenaza 1   
MAPK  z mitogeni aktivirana proteinska kinaza   
MGMT  O6-metilgvanin-DNK-metiltransferaza 
MTT   1-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid 
MQ   mili Q voda 
NF1   neurofibromatozni gen tipa 1 
PAGE   poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PDGFRA  receptor trombocitnega rastnega dejavnika 
p/s   antibiotik penicillin, streptamicin 
PVDF   poliviniliden difluorid 
RIPA   radioimunoprecipitacijski pufer 
rpm   obrati na minuto (angl. revolutions per minute) 
SDS    natrijev dodecilsulfat 
TBS   Tris puferska raztopina 





TBS-T  Tris puferska raztopina z dodatkom Tween 20 
TMZ   temozolomid 
TP53   tumorski protein p53 
































1  Pregled literature 
1.1 Glioblastom multiforme 
 
Gliomi so najbolj pogosti primarni tumorji centralnega živčnega sistema (CŽS). 
Polovica na novo diagnosticiranih gliomov je glioblastomov. Glioblastom multiforme 
(GB) je najbolj pogost maligni možganski tumor in ena izmed najbolj smrtnih vrst raka, 
kjer je 5-letno preživetje 5 % [1]. Letno v Sloveniji za glioblastomom zboli približno 70 
ljudi [2]. Za GB je značilna celična proliferacija in invazija v okoliško tkivo in odpornost 
na terapijo [1]. Kljub konvencionalni obliki zdravljenja (operativni poseg in 
radioterapija), je GB terapevtsko slabo odziven, saj bolezen hitro napreduje in bolniki s 
to boleznijo povprečno živijo v povprečju 12 mesecev od postavljene diagnoze [3]. 
Kombinacija uporabe kemoterapevtika temozolomida (TMZ) z radioterapijo po 
operativnem posegu, preživetje bolnika podaljša na do 15 mesecev [4, 5]. Svetovna 
zdravstvena organizacija (WHO) tumorje klasificira v 4 stopnje – I, II, III in IV. Višja 
stopnja predstavlja bolj maligne in slabše diferencirane celice, ki so težje ozdravljive. GB 
je uvrščen v IV. najbolj maligni razred astrocitomov, ki povzročajo nekrozo tkiva [6]. 
 Glioblastom tvorijo heterogene celice, ki se razvijejo iz kompleksega mikrookolja 
in jih razlikujemo glede na lokacijo v CŽS [7]. Posledica heterogenosti, je težja 
identifikacija tumorja in odpornost proti zdravljenju. Pri mlajših bolnikih se GB  razvije 
preko maligne preobrazbe tumorjev nižje stopnje (sekundarni GB), medtem ko se pri 
starejših tumor razvije iz normalnih celic astrocitov, kot de novo (primarni GB) [8].  
 Glede na gensko ekspresijo genov TP53, EGFR, PDGFRA, IDH1 in  NF-1 v 
celicah GB, GB delimo na 4 podtipe: klasični, nevralni, pronevralni in mezenhimski [9]. 
Razlike med podtipi najdemo v astrocitni morfologiji, ter v odzivu GB celic na različne 
terapije. Bolniki s klasičnim podtipom GB preživijo najdlje. Značilno je povečano 
izražanje EGFR in odsotnost mutacij v genu TP53, čeprav je le ta najpogosteje mutiran 
gen v GB. Nevralni podtip GB je značilen predvsem za starejšo populacijo bolnikov, 
katerim tudi agresivno zdravljenje ne omogoča daljšega življenja. Mutacije pri tem 
podtipu GB so značilne v vseh genih. Bolniki s pronevralnim podtipom GB so v večini 
mlajši kot pri ostalih podtipih. Bolnikom s to vrsto, GB zdravljenje ne omogoča daljšega 
preživetja od bolnikov, ki se ne zdravijo. Značilno je povečano izražanje PDGFRA in 
mutacije v TP53 ter IDH1. Mezenhimski podtip GB bolnikom, ki se zdravijo omogoča 
daljše preživetje. Najpogostejše mutacije nastopajo v genih NF-1 in TP53 [9]. 
 
 





1.2 Zdravljenje glioblastoma 
 
Diagnosticiran GB zahteva ustrezno zdravljenje. Standardni način zdravljenja, ki 
se uporablja najbolj pogosto vključuje kirurško odstranitev, kateri sledi kombinacija 
obsevanja in kemoterapije [10].       
 Popolna kirurška odstranitev je težko dosegljiva, saj je GB invaziven, predvsem 
na področju centralnega živčnega sistema. Infiltrirajoče tumorske celice vedno ostanejo 
v okoliških predelih možganov, kar povzroči ponovitev bolezni oziroma njeno 
napredovanje [11]. Študije so pokazale, da je bolj obsežna odstranitev pokazala boljše 
rezultate [12]. Z metodami kot so: magnetna resonanca (MRI), difuzijski tenzor (DTI), 
ultrazvok in računalniška tomografija (CT) se je izboljšal uspeh odstranitve. Kljub 
napredku pri kirurški odstranitvi je prognoza za bolnike z GB še vedno slaba, saj je 
povprečno obdobje preživetja za bolnike od 12 do 15 mesecev [10].  
 Obsevanje v kombinaciji s kemoterapijo po operativnem posegu daje boljše 
rezultate, saj se preživetje bolnika podaljša za 3 mesece. Kemoterapevtik temozolomid 
(TMZ) je alkilirajoče sredstvo, ki spada med triazine. Zaustavi celični cikel v fazi G2/M 
in vodi v apoptozo. TMZ metilira adeninske in gvaninske ostanke, posledično pa se tvori 
N3-metiladenin, N7-metilgvanin in O6-metilgvanin. Metilacija promotorja je povezana z 
daljšim preživetjem bolnikov z glioblastomom, ki so zdravljeni s TMZ. Baze, ki jih TMZ 
metilira, lahko popravijo encimski sistemi za popravilo DNK, tako da zavrejo metiliranje 
gvanina in preprečijo apoptozo. Mehanizmi odpornosti na TMZ so odvisni od različnih 
mehanizmov popravljanja DNK, med katerimi je tudi O6-metilgvanin-DNK-
metiltransferaza (MGMT). To je encim, ki sodeluje pri epigenetskem procesu metilacije 
DNK, kar preprečuje vezavo TMZ in alkiliranje DNK ter posledično mutagenezo. Visoka 
aktivnost MGMT v rakavih celicah vodi do fenotipa, ki je odporen na alkilirajoča 
sredstva, posledično pa sledi neuspešno zdravljenje s TMZ [13].    
 Kljub vsem načinov zdravljenja je prognoza za bolnike z GB še vedno slaba, zato 
so v teku mnoge raziskave. Dober potencial za zdravljenje imajo naravne substance, kot 












1.3 Kanabidiol kot dodatna terapija 
 
Kanabinoidi so lahko različnega izvora: endokanabinoidi, ki so naravno prisotni v 
organizmu, fitokanabinoidi (terpenofenolne spojine) ter sintetični kanabinoidi. 
Kanabinoidi, izolirani iz rastline Cannabis sativa, se v zadnjih letih kažejo kot potencialni 
terapevtiki pri zdravljenju depresije, nevro-degenerativnih motenj, vnetnih procesov, 
psihičnih motenj, slabosti, bruhanja, epilepsije in tumorjev. Konec 20 stoletja so dokazali, 
da kanabinoidi zavirajo rast tumorja in podaljšujejo življenje miši z Lewisovim pljučnim 
adenokarcinomom [14]. Ugotovili so, da so kanabinoidi zavirali rast tumorskih celic in 
inducirali apoptozo z moduliranjem različnih celičnih signalnih poti v gliomih in 
limfomih, rakastih celicah prostate, dojk, pljuč kože in trebušne slinavke [14]. 
Kanabinoidi se v Sloveniji za zdravljenje raka ne uporabljajo. Uporabljajo se samo za 
paliativno oskrbo, predvsem proti slabosti, nespečnosti, bolečinam in za povečanje 
apetita. Za ta namen sta registrirani zdravili Sativex in Nabilone. Obe zdravili sta v obliki 
kapljic in sta namenjeni oralni uporabi.     
 Kanabidiol (CBD) je predstavnik kanabinoidov, prvič izoliran leta 1940, za 
katerega je dokazano, da je nepsihoaktivna substanca. Ker velja za lipofilno molekulo, v 
organizmu prehaja v možgansko in adipozno tkivo, se pravi v tkiva z višjo vsebnostjo 
maščob. Razpolovni čas CBD ob peroralen vnosu je od 2 do 5 dni [15].  Iz objavljenih 
študij [16–19] je razvidno, da CBD, katerega molekularna struktura je prikazana na sliki 
1, učinkovito zavira rast glioblastomskih celic preko zaviranja delovanja apoptoze, 
migracije, invazije in angiogeneze.  
 
Slika 1: Strukturna formula kanabidiola. Kanabidiol (C21H30O2) kemijsko imenujemo 
2-6-izopropenil 3-metil 2-cikloheksen 1-il 5-pentil 1,3-benzendiol. Njegova molska masa 
je 314,464 g/mol. Je skoraj netopen v vodi in dobro topen v organskih topilih. Uvrščamo 
ga med fitokanabinoide [20]. 





Kanabidiol se veže na specifične kanabinoidne receptorje tipa 1 (CB1) in 
kanabinoidne receptorje tipa 2 (CB2), ki ju uvrščamo v skupino med s proteinom G 
sklopljenih receptorjev. CBD se šibko veže na CB1 in le posredno deluje na CB2 receptor, 
vendar lahko deluje neodvisno od njih. Endokanabinoidi in kanabinoidi aktivirajo 
signalne poti v rakavi celici (slika 2). Vplivajo na prekinitev celičnega cikla, na zaviranje 
celične proliferacije, apoptoze, avtofagije in preprečevanje napredovanja tumorja [21, 
22]. 
Slika 2: Prikaz protitumorskih učinkov kanabinoidnih agonistov pri raku. Z zeleno 
barvo so na sliki označene aktivacijske, z oranžno pa inhibitorne poti. ERK signalna pot, 
ki smo jo raziskovali, je na sliki obkrožena z oranžno barvo. Ob vezavi agonista (CBD) 
na CB receptor, se aktivira [21]. Vpletena je v razvoj mnogih človeških bolezni, med 
katerimi je tudi rak, ki nastane zaradi neravnovesja med celično rastjo in celično smrtjo. 
Ključna sta proteina p21 in p27 – od ciklina odvisna kinazna inhibitorja, ki uravnavata 
celični cikel [22]. Vpletena sta v nastanek ali napredovanje bolezni. Delujeta inhibitorno 
na cdk2/cdc2 – od ciklina odvisno kinazo 2 v kompleksu s Cyc E, ter na Cyc D – ciklin 
D1. Funkcija proteinov p38 in JNK (c-Jun N-terminalna kinaza), ki spadata med MAPK, 

















Kinaza ERK, ki jo aktivirajo endogeni in eksogeni signali, spada v družino kinaz 
aktiviranih z mitogeni, ki predstavljajo družino MAPK kinaz. Identificirana je v dveh 
izoformah ERK1 in ERK2, ki sta homologni v 85 %. V signalni poti se ERK1/2 aktivira 
s fosforilacijo treonina 202 (T202) in tirozina 204 (Y204) [23]. ERK signalizacijska pot 
ima pomembno vlogo pri raku, saj ima zaščitno vlogo v celici. Uravnava raznolike 
procese kot so proliferacija, diferenciacija, preživetje, migracija, angiogeneza in 
preoblikovanje kromatina. Večina z rakom povezanih sprememb vodi do konstitutivne 
aktivacije signala ERK. Pojavi se prekomerna ekspresija receptorjev tirozinskih kinaz, 
aktivirajo se mutacije v receptorskih tirozinskih kinazah, pride pa tudi do avtokrine in 
parakrine proizvodnje aktivirajočih ligandov. Visoka raven signalizacije ERK lahko 
privede do zastoja celičnega cikla zaradi inhibicije ekspresije proteinov p21 in p27.  Ob 
povečani aktivnosti katere izmed signalnih poti se pojavi hitrejša rast in invazivnost 
rakavih celic. Tretiranje celic s CBD povzroči inhibiranje ERK signalne poti, kar vodi v 









2 Namen dela in hipoteze 
Namen dela je bil raziskati vpliv naravnega kanabinoida, kanabidiola (CBD) samega in v 
kombinaciji s kemoterapevtikom na enega od korakov signalne poti, ki vodi do 
proliferacije, migracije, invazije in apoptoze glioblastomskih (GB) celic. 
Zastavili smo si sledeče hipoteze: 
1. Pripravek naravnega izvlečka rastline Cannabis Sativa, CBD vpliva na znižanje 
viabilnosti diferenciranih GB celic. 
2. Pripravek CBD inhibira viabilnost GB celic in je povezana s signalno potjo, ki jo 
posreduje protein kinaza ERK, kar vpliva na druge lastnosti rakavih celic. 
3. CBD v kombinaciji s kemoterapevtikom TMZ vpliva na inhibicijo celične 











3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
- Laminarij C-[MaxPro]³-130, Iskra PIO 
- Avtomatske pipete, BIOHIT Proline Plus, Eppendorf 
- Aparat za pipetiranje S1 Pipet Filler, Thermo Scientific 
- Stripete 5 ml, 10 ml, 50 ml, Corning Incorporated Costar 
- Inkubator MCO-18AIC, Sanyo 
- Centrifuga za konusne centrifugirke PLC-322, Tehtnica Železniki 
- Centrifuga za mikrocentrifugirke, Eppendorf 
- Svetlobni invertni mikroskop Nikon Eclipse TS-100 
- Invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti-E 
- Kamera Nikon DS-U2/L2 
- Program NIS-Elements AR 4.13. 04  
- Gojitvene plastenke T-75 in T-25 
- Hemocitometer 
- Plošča s 96 luknjicami, Sigma-Aldrich 
- Multikanalna pipeta, Sartorius 
- Spektrofotometer Synergy, Biotek 
- Transiluminator UVP ChemStudio PLUS, Analytik Jena 
- Stresalnik IKA MS 3 digital, Sigma-Aldrich 
- Tehtnica ABJ-NM/ABS-N, Kern 
- Napajalnik PowerPac 3000, Biorad 
- Termoblok ThermoMixer C, Eppendorf 
- Elektroforezni sistem XCell SureLock Mini-Cell, Thermo Scientific 
- pH meter inoLab pH 7110, Wtw 
- Digitalna pH elektroda (IDS), Wtw 
- Komponenta za prenos western XCell II, Thermo Scientific 





- Magnetno mešalo z gretjem uniSTIRRER 5, LLG 
- PVDF prenašalna membrana za prenos western, Thermo Scientific  
3.1.2 Kemikalije 
- Etanol, Sigma-Aldrich 
- Metanol, Sigma-Aldrich 
- 10-kratni PBS brez kalcija in magnezija (DPBS), Gibco 
- Medij HyClone™ DMEM/HIGH GLUCOSE, GE Healthcare Lifesciences 
- Tripsin/EDTA raztopina, Sigma-Aldrich 
- MQ voda 
- CBD 50 mg, Tocris 
- Tripansko modrilo, Sigma-Aldrich 
- MTT reagent, Sigma-Aldrich 
- DMSO, Sigma-Aldrich 
- Temozolomid, Sigma-Aldrich 
- Tris 0,5 M, Sigma-Aldrich 
- NaCl 1,5 M, Sigma-Aldrich 
- Tween® 20, Merck 
- RIPA pufer za lizo in ekstrakcijo proteinov, Thermo Scientific  
- Halt™ proteazni inhibitorna mešanica (100-kratni), Thermo Scientific 
- NuPAGE® LDS pufer za vzorce (4-kratni), Thermo Scientific 
- NuPAGE® reducirajoči agent za vzorce (10-kratni), Thermo Scientific 
- NuPAGE® MES SDS elektroforezni pufer (za majhne proteine), Thermo 
Scientific 
- NuPAGE® 4–12 % Bis-Tris Gel 1.0, Thermo Scientific 
- NuPAGE® pufer za prenos western, Thermo Scientific 
- Standard PageRuler™ Plus (10-250 kDa), Thermo Scientific 
- Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting reagenta za detekcijo, GE 
Healthcare Lifesciences 
- Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad 
- Proteinski standard, Invitrogen 





3.1.3 Celične linije 
- Človeška GB linija U87 pridobljena iz Ameriške zbirke celičnih kultur (ATCC- 
American Type Culture Collection) 
- Človeška GB linija U373 pridobljena iz Ameriške zbirke celičnih kultur (ATCC- 
American Type Culture Collection) 
3.1.4 Protitelesa 
- Zajčje primarno protitelo p-44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr 202/Tyr204), 1:250, Cell 
Signaling 
- Mišje primarno protitelo α -tubulin, 1:250, Invitrogen 















3.2  Metode 
3.2.1 Gojenje glioblastomskih celic 
Glioblastomske (GB) celice U87 in U373 smo gojili v mediju DMEM (visoka 
vsebnost glukoze) z dodatkom 10 % FBS in 1 % antibiotik penicillin, streptamicin  v 
inkubatorju pri 37 °C s 5 % CO₂. Ko so bile celice med 90–100 % konfluentne (2-krat 
tedensko) smo jih precepili v novo gojitveno plastenko T-75, kjer je volumen medija 15 
ml. Celicam smo odstranili medij DMEM in jih sprali z dodatkom 5 ml 1x DPBS. Celice 
smo tripsinizirali, z dodatkom 0,1 % tripsina in inkubirali v inkubatorju 5 minut. Ko so 
se celice odlepile od površine gojitvene plastenke, smo tripsin deaktivirali z dodatkom 4 
ml medija DMEM. Nato smo celicam dodali 13 ml svežega medija DMEM in inkubirali 
v inkubatorju na 37 °C s 5 % CO₂. 
3.2.2 Štetje celic 
Po tripsinizaciji celic U87 in U373 celic, smo celice centrifugirali v centrifugirki 
(15 ml) 3 minute pri 1000 rpm. Supernatant smo odlili, celično oborino pa smo 
resuspendirali v 1 ml DMEM medija. 10 µl resuspendirane celične oborine smo dodali 
40 µl tripanskega modrila. Vsebino smo prenesli na hemocitometer in pod svetlobnim 
mikroskopom prešteli viabilne ne-obarvane celice. Število celic smo izračunali tako, da 
smo upoštevali formulo 1.  
x =
število celic
število preštetih kvadrantov 
x faktor redčitve x 10000 
Formula 1: Formula za izračun števila viabilnih celic. Upoštevamo število kvadrantov na 












3.2.3 Merjenje viabilnosti glioblastomskih celic po dodatku kanabidiola 
Viabilnost GB celic U87 in U373 po tretiranju s kanabidiolom (CBD) smo preverili z 
uporabo MTT testa. MTT test je enostavna in natančna kvantitativna kolorimetrična 
metoda za določanje števila celic. MTT ali 1-(4,5 dimethyltiazol-2-yl)-2,5 diphenyl 
tetrazolium bromide je rumena vodotopna substranca, ki jo metabolno aktivne celice z 
mitrohondrijsko sukcinat dehidrogenazo pretvorijo v vijoličaste nevodotopne kristale 
formazana. Kristali so topni v DMSO in podobnih organskih topilih.   
 Na mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami smo nasadili 6000–8000 GB U87 in U373 
celic v 200 µl DMEM medija, ter gojili preko noči v inkubatorju na 37 °C. Ko so bile 
celice konfluentne med 70–80 % smo celice tretirali z naraščajočo koncentracijo CBD 
(Preglednica 1). Za tretiranje celic smo pripravili dva CBD koncentrata v koncentraciji 
100 µM in 500 µM v mediju DMEM. Osnovni 50 mM koncentrat CBD je bil raztopljen 
v 70 % EtOH. Tretirane celice smo inkubirali v inkubatorju na 37 °C, 48 ur. Po 48 urah 
smo izmerili viabilnost celic, tako da smo dodali 20 µl reagenta MTT (0,5 mg/ml) ter 
inkubirali ploščo 3 ure v inkubatorju na 37 °C. Po inkubaciji smo odstranili medij z 
večstopenjsko pipeto, ter dodali 200 µl DMSO, ki je raztopil nastale kristale formazana.
  Absorbanco raztopine smo izmerili s spektrofotometrom pri valovnih dolžinah 
570 nm in 690 nm. Končno vrednost smo dobili tako, da smo absorbanco 690 nm, ki je 
absorbance ozadja, odšteli od absorbance 570 nm. Celično preživetje smo izračunali s 
formulo 2.  
 
Celično preživetje (%) =
A vzorčne celice
A kontrolne celice 
 x 100 
Formula 2: Formula za izračun števila celic, ki so preživele po tretiranju. A vzorčne celice 
in A kontrolne celice predstavljajo končni vrednosti absorbance formazana za posamezno 
koncentracijo. 
Viabilnost celic smo normalizirali na netretirane celice (100 % preživetje) pri treh 
bioloških ponovitvah, znotraj katerih so bile tri tehnične ponovitve. Vrednosti viabilnosti 











Preglednica 1: Koncentracije in volumni CBD, uporabljeni pri tretiranju  U87 in U373 




Končni volumen (µl) Začetna koncentracija CBD 
(µM) 
1 2 100 µM 
2 4  
3 6  
5 2 500 µM 
6 2,4  
8 3,2  
3.2.4 Tretiranje celic s kanabidiolom in temozolomidom (TMZ) 
Celice U87 in U373 smo nacepili na ploščo s 6 luknjicami. V vsako izmed luknjic 
smo nacepili 1,5 x 105 celic v 2 ml DMEM medija. Celice smo gojili preko noči pri 37 
°C v inkubatorju s 5 % CO₂. Naslednji dan, ko so bile celice konfluente med 70–80 % 
smo celice tretirali s CBD, temozolomidom (TMZ) ter s CBD in TMZ kombinacijo. Iz 
MTT testa viabilnosti smo določili, da je najprimernejša koncentracija CBD za treniranje 
celic U87 in U373 6 µM. TMZ smo celicam dodali v koncentraciji 400 µM [25]. CBD 
smo pripravili iz 50 mM koncentrata raztopljenega v 70 % EtOH. Koncentrat TMZ je bil 
pripravljen v DMSO topilu pri 43 mM koncentraciji. V dve luknjici na plošči s 6 
luknjicami, smo dodali 24 µl 50 mM CBD, v luknjico, kjer smo tretirali celice s TMZ 
smo dodali 186 µl 43 mM TMZ. V zadnjo luknjico, kjer smo celice tretirali v kombinaciji 
smo celicam dodali 24 µl 50 mM CBD in 186 µl 43 mM TMZ. Ploščo smo inkubirali 48 
ur pri 37 °C.  
3.2.5 Mikroskopija celic 
Celicam U87 in U373 smo pred in po tretiranju s CBD, TMZ, ter CBD, TMZ 
kombinacijo določili morfologijo z uporabo invertnega mikroskopa Nikon Eclipse Ti. Za 
vsak pogoj smo posneli dve sliki pri 10-kratni in 20-kratni povečavi s kamero Nikon DS-
U2/L2 (program NIS-Elements AR 4.13. 04). 
3.2.6 Priprava proteinskih oborin 
Celice, ki smo jih pripravili (3.2.4) smo tripsinizirali v 0,3 ml raztopine tripsina. 
Ploščo s 6 luknjicami smo postavili v inkubator na 37 °C za 5 minut. Po deaktivaciji 
tripsina z dodatkom DMEM medija smo 1 ml vsebine prenesli v centrifugirko (15 ml) in 
centrifugirali 3 minute na 1000 rpm. Odstranili smo supernatant, ter proteinsko oborino 
sprali s 1 ml DPBS. Vsebino smo ponovno centrifugirali 3 minute pri 12000 rpm. 
Odstranili smo supernatant, ter proteinsko oborino shranili v zamrzovalniku na –20 °C. 





3.2.7 Izolacija proteinov in merjenje proteinske koncentracije 
3.2.7.1 Izolacija celokupnih proteinov iz celičnega lizata 
Postopek izolacije proteinov smo izvajali na ledu. 600 µl RIPA pufra (20,0 mM 
Tris-HCl (pH=7,5), 150,0 mM NaCl, 1,0 nM EDTA-Na₂, 1,0 % NP-40), namenjenega 
ekstrakciji proteinov, smo dodali 6 µl PhosStop, 6 µl proteaznih inhibitorjev in 6 µl 
EDTA. 50 µl RIPA pufra z dodatki smo dodali vsaki proteinski oborini GB celic U87 in 
U373. Raztopino smo inkubirali 15 minut na ledu. Po inkubaciji smo vzorce  centrifugirali 
15 minut pri 13 000 rpm. Pridobljen proteinski vzorec (supernatant) smo prenesli v nove 
mikrocentrifugirke in shranili na –20 °C.   
3.2.7.2 Merjenje koncentracije proteinov z metodo Bradford 
Na mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami smo najprej odpipetirali goveji serumski 
albumin (BSA), standard za pripravo umeritvene krivulje – preglednica 2. 1 µl 
proteinskega vzorca smo redčili z 24 µl MQ vode in nanesli na ploščo poleg standarda. 
Dodali smo 200 µl Bio-Rad Protein Assay reagenta, ki smo ga pred nanosom 5-krat 
redčili z MQ vodo. Vsak vzorec je pripravljen v dveh tehničnih ponovitvah. Tako 
pripravljene vzorce smo inkubirali 15 minut na sobni temperaturi in po inkubaciji merili 
absorbanco pri 595 nm. Koncentracijo proteinov smo določili iz umeritvene krivulje 
(slika 6) s pomočjo enačbe premice y=kx+n, kjer y pomeni izmerjena absorbanca pri 595 
nm, k naklon premice in x koncentracija vzorca. Koncentracijo vzorcev smo pomnožili s 
faktorjem redčitve. 




 BSA (µl) MQ voda (µl) 
0 µg/µl 0 25 
2 µg/µl 2 23 
4 µg/µl 4 21 
6 µg/µl 6 19 
8 µg/µl 8 17 
10 µg/µl 10 15 
3.2.8 Poliakrilamidna gelska elektroforeza 
3.2.8.1 Priprava proteinskih vzorcev U87 in U373 tretiranih in netretiranih celic za 
nanos na poliakrilamidni gel 
Za pripravo vzorcev smo v mikrocentrifugirke odpipetirali 50 µg vzorca, 
reducirajoči agent NuPAGE® (10-kratni), NuPAGE® LDS pufer za vzorce (4-kratni), ter 
MQ vodo. Celotni volumen nanosa na gel je bil 30 µl – preglednica 3. Vzorce smo 10 





minut inkubirali pri 70 °C v termobloku. Po 10 minutah smo vzorce postavili na led, ter 
jih centrifugirali 60 sekund pri 5000 rpm. Vzorci so bili pripravljeni za nanos na gel.  
















Standard   5         
U87 kontrola 6,358 8      3 7,5 12 30 
U87 CBD 3,832 13      3 7,5 6 30 
U87 TMZ 3,523 14      3 7,5 5 30 
U87 MIX 3,473 14      3 7,5 5 30 
U373 kontrola 4,794 10      3 7,5 9 30 
U373 CBD 4,563 11      3 7,5 9 30 
U373 TMZ 3,921 13      3 7,5 7 30 
U373 MIX 3,381 15      3 7,5 5 30 
3.2.8.2 Priprava PAGE gela ter nanos vzorcev na gel 
Uporabili smo NuPAGE® 4–12 % Bis-Tris Gel 1.0 elektroforezne gele. Odstranili 
smo glavničke iz gela, ter gel sprali s pripravljenim pufrom za elektroforezo. Pripravili 
smo 800 ml pufra za elektroforezo. V čašo smo nalili 40 ml 20-kratnega NuPAGE® MES 
SDS elektroforeznega pufra in 760 ml MQ vode. Pufer smo nalili v elektroforezni sistem, 
kjer je bil vstavljen naš gel. Gel smo vstavili v elektroforezno kadičko ter dolili pufer za 
elektoforezo. 30 µl vsakega vzorca smo odpipetirali v svoj žepek, po zaporedju v 
preglednici 3 Elektroforeza je potekala pri pogojih: 60 minut, 180 V ter 60 mA. 
3.2.9 Prenos Western 
S pomočjo prenosa Western, smo proteine prenesli iz gela na prenašalno PVDF 
membrano. Najprej smo si pripravili 1 liter prenašalnega pufra, tako da smo 50 ml 
NuPAGE® prenašalnemu pufru (20-kratni), dodali 100 ml metanola in 850 ml MQ vode. 
V prenašalnem pufru smo namočili blazinice za prenos in prenašalno membrano za 30 
minut ter filter papir za 30 minut v vodi.  Posamezne komponente smo prenesli v  kaseto 
za prenos western po zaporedju, kot je prikazano na sliki 3. Kaseto smo dali v 
elektroforezni sistem in jo pritrdili, ter napolnili s prenašanim pufrom. Prenos je trajal 90 
minut pri 30 V.  






Slika 3: Zaporedje komponent v kaseti za prenos western. 
3.2.10 Inkubacija s protitelesi 
3.2.10.1 Priprava pufra za spiranje in blokiranje membrane 
Za spiranje membrane smo pripravili pufer TBS-T. V čašo smo zatehtali 30,25 g 
Tris (0,5 M) in 44 g NaCl (1,5 M). Dodali smo 250 ml MQ vode, ter s pH metrom umerili 
na pH 7,6. Vsebino smo dopolnili z MQ vodo do 1 litra. Dodali smo 0,05 % Tween 20. 
Za blokiranje membran smo pufru TBS-T dodali 5 % BSA.  
3.2.10.2 Blokiranje membrane 
Membrano na katero so se prenesli proteini iz gela (3.2.9) smo rahlo stresali na 
stresalniku 30 minut v TBS-T pufru z dodatkom 5 % BSA. 
3.2.10.3 Inkubacija membrane s primarnimi in sekundarnimi protitelesi  
Membrano smo čez noč inkubirali s primarnimi protitelesi na 4 °C. Naslednji dan 
smo membrano 3x spirali s TBS-T pufrom, dodali sekundarna protitelesa in inkubirali 60 
minut na sobni temperaturi. 
3.2.11 Detekcija proteinov  
Membrano smo pred dodatkom detekcijskega reagenta, Amersham ECL Prime 
Western Blotting reagenta za detekcijo, 3x spirali v TBS-T pufru. Reagent smo pripravili 
v mikrocentrifugirki, kjer smo reagent A in B pripravili v razmerju 1:1, ter ga nanesli na 
membrano. Detekcija proteinskih signalov je bila posneta z uporabo transiluminatorja 
UVP ChemStudio PLUS ter vizualizirali s pomočjo programa Visionworks. Membrano 
smo po detekciji ponovno spirali s TBS-T pufrom, ter jo uporabili za ponovno detekcijo 
proteinskih tarč. Rezultate prenosa western, smo analizirali s pomočjo programa ImageJ 
in GraphPad. 
 






4.1 Morfologija GB U87 in U373 celic 
 
Slika 4 prikazuje morfologijo U87 in U373 celic pred in po tretiranju CBD, TMZ in 
kombinacijo CBD s  TMZ s pomočjo invertnega mikroskopa Nikon Eclipse Ti, s kamero 
Nikon DS-U2/L2. 
 





Slika 4: Prikaz morfologije GB U87 in U373 celic pred in po tretiranju s CBD, TMZ 
in v kombinaciji CBD in TMZ pri 10-kratni povečavi. (A, B) kontrolne celice pred 
tretiranjem, (C, D) celice po 48 urah tretiranja s 6 µM CBD, (E, F) celice po 48 urnah 
tretiranja s 400 µM TMZ, (G, H) celice po 48 urah tretiranja s 6 µM CBD in v kombinaciji 
z 400 µM TMZ. Merilo predstavlja 100 µm.  
Po tretiranju s 6 µM CBD (5C) so še vidni sferoidni skupki, ki so manjši kot pri 
netretiranih celicah (5A). Zrastlo je 20 % manj celic (preglednica 4). Po tretiranju s 400 
µM TMZ (5E) in v kombinaciji CBD + TMZ (5G), na slikah sferoidnih skupkov ne 
opazimo več. Število živih celic se je pri tretiranju s TMZ zmanjšalo za 7 %, tretiranje v 
kombinaciji CBD s TMZ pa je zmanjšalo število živih celic za 33 %. Tretiranje GB U373 
celic s CBD (5D), poveča njihovo viabilnost za 30 %. Po tretiranju s 400 µM TMZ (5F) 
opazimo 7 % več živih celic, glede na kontrolo (5B). Pri kombinaciji tretiranja celic U373 
s CBD in TMZ (5H), smo opazili 30 % manj živih celic (preglednica 4). 
Preglednica 4: Število celic GB celic U87 in U373 pred in po tretiranju s CBD, TMZ 
in kombinaciji CBD s TMZ. 
GB celice Število 
preštetih celic 
U87 kontrola 6,87 x105 
U87 CBD 5,50 x105  
U87 TMZ 6,37 x105  
U87 CBD in TMZ 4,62 x105  
U373 kontrola 3,75 x105  
U373 CBD 4,87 x105 
U373 TMZ 4,00 x105  















4.2 Viabilnost GB U87 in U373 celic po tretiranju s CBD 
 
Z MTT testom smo na ploščah s 96 luknjicami ob dodatku naravnega CBD preverili, 
vpliv na viabilnost U87 in U373 celic. Glioblastomske celice smo tretirali 48 ur z 
naraščajočo koncentracijo CBD (0–8 µM).  
 
Slika 5: Vpliv naraščajočih koncentracij CBD na viabilnost diferenciranih GB celic. 
Na sliki 6 so s črno barvo označeni stolpci U87 celične linije, sivo obarvani stolpci pa 
U373 celične linije. Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna napaka (SD) v treh 
bioloških ponovitvah. Razlike med kontrolnim in tretiranimi vzorci statistično prikažemo 
s testom ANOVA (*p < 0,05). Rdeča prekinjena črta predstavlja 20 % inhibicijo 
viabilnosti celic. 
Pri GB U87 celični liniji je po 48 urah tretiranja s CBD viabilnost celic najnižja pri 6 µM 
koncentraciji in sicer 62 %. Zato smo se odločili, da bomo GB celice za analizo ERK 
signalne poti tretirali s 6 µM koncentracijo CBD. CBD tudi pri visokih koncentracijah ne 









4.3 Koncentracija proteinov v celičnih lizatih U87 in U373 celic pred in 
po tretiranju s CBD, TMZ in v kombinaciji CBD s TMZ 
 
Za določitev koncentracije proteinov v celičnih lizatih U87 in U373, smo najprej določili  
umeritveno krivuljo z BSA proteinom (slika 6). Izmerili smo absorbanco pri 595 nm za 
naraščajoče koncentracije proteina BSA (preglednica 2) in upoštevali povprečje dveh  
tehničnih meritev.  
 
Slika 6: Standardna krivulja za izračun koncentracije proteinov v celičnih lizatih, 
določena z BSA proteinom. 
Koncentracijo proteinov v celičnih lizatih U87 in U373 smo izračunali iz standardne 
krivulje pred in po tretiranju s CBD, TMZ in kombinacijo CBD s TMZ. Izmerili smo jo 















4.4 Detekcija proteinov s prenosom western 
 
Za določitev vpliva CBD, TMZ in kombinacije CBD s TMZ na fosforilacijo ERK1/2 
kinaze, smo izvedli prenos western. 
 
 
Slika 7: Analiza western vpliva CBD, TMZ in kombinacije CBD s TMZ na 
fosforilacijo ERK v GB celicah U87 in U373. Kot notranja kontrola nanosa vzorcev je 
bil uporabljen α-tubulin.  
U87 in U373 GB celični liniji izražata fosforiliran p-ERK. Po 48 urnem tretiranju s 6 µM 
CBD (koncentracija pridobljena iz testa viabilnosti) se pri liniji U87 izražanje p-ERK 
močno zmanjša. CBD nima vpliva na izražanje p-ERK pri U373 celični liniji. 400 µM 
TMZ inhibira izražanje p-ERK pri obeh GB celičnih linijah. CBD v kombinaciji s TMZ 













Slika 8: Kvantitativna analiza izražanja p-ERK v GB U87 in U373 celičnih linijah 
pred in po tretiranju s CBD in TMZ, pri metodi western (slika 7). Relativna 
intenziteta izražanja p-ERK (sivi stolpec) je predstavljena glede na izražanje alfa 
tubulina (beli stolpec). 
Z belo barvo so na sliki 9 označeni stolpci, ki predstavljajo relativno intenziteto 
izražanja α-tubulina, ki predstavlja kontrolo količine nanosa posameznega vzorca na gel). 
S sivo so obarvani stolpci, ki predstavljajo relativno intenziteto izražanja p-ERK. Pri GB 
U87, pri tretiranju s CBD, TMZ in v kombinaciji CBD s TMZ, gre za statistično 
zmanjšanje izražanja p-ERK.        
 Po tretiranju s 6 µM CBD se pri liniji U87 intenziteta p-ERK močno zmanjša (43 
%). Pri U373 celični liniji CBD nima vpliva na intenziteto p-ERK. TMZ v 400 µM 
koncentraciji zmanjša aktivnosti (intenziteto lise p-ERK) pri obeh GB celičnih linijah, pri 
U87 (32 %) v primerjavi z U373 (72 %). CBD v kombinaciji s TMZ (MIX) pri U87 
celični liniji inhibira izražanje p-ERK (20 %). Pri U373 celični liniji CBD nima vpliva, 
na izražanje p-ERK, opazimo pa sinergistično znižanje viabilnosti ob uporabi 










Glioblastom (GB) je najpogostejši in najbolj agresiven možganski tumor. Bolniki s 
to vrsto raka imajo kratko preživetje, povprečna življenjska doba od postavljene diagnoze 
je od 12 do 15 mesecev. Ker je GB terapevtsko neodziven na ustaljeno zdravljenje, je 
ključnega pomena iskanje novih načinov zdravljenja. Eden od takih, je uporaba naravnih 
substanc, kot so kanabinoidi, kot samostojna ali dopolnilna terapija. Znano je, da 
kanabinoidi povečajo apoptozo rakavih celic [26–31].    
 V tem diplomskem delu smo preučevali vpliv kanabinoida, kanabidiola (CBD) 
samega in v kombinaciji s kemoterapevtikom TMZ na inhibicijo rasti glioblastomskih 
celic in vitro. Mnoge raziskave predpostavljajo, da je CBD obetajoč terapevtik, ki naj bi 
predvsem v kombinaciji s TMZ učinkovito zaviral rast GB [16–19].  
 Na podlagi morfologije in štetja GB U87 in U373 celic pred in po tretiranju (Slika 
4) smo določili vpliv CBD ter CBD v kombinaciji s TMZ na njihovo preživetje. V tem 
delu raziskave smo dokazali, da tretiranje s CBD samim in v kombinaciji s TMZ 
signifikantno znatno vpliva na preživetje U87 celic, na  U373 celice pa ne.  
 Naši rezultati kažejo, da 48 urno tretiranje s 6 µM CBD učinkovito inducira 
inhibicijo viabilnosti U87 celic (40 % inhibicija). CBD ni inhibiral celične viabilnosti  
U373 celic, kar je v nasprotju s študijo Massija in sodelavcev [16, 17]. Inhibitorno 
delovanje  CBD na U373 celice so ti avtorji določili pri višji koncentraciji CBD (25 µM) 
in krajšem času inkubacije (24 ur), uporabili so tudi medij brez seruma, kar pomeni, da 
so tretirali GB matičnim podobne celice. V nedavni objavi [24], pa je ta skupina poročala, 
da CBD inhibira proliferacijo in invazijo GB U87-MG in T98G celic. V naši študiji je 
lahko posledica neučinkovanja CBD na viabilnost GB U373 celic, prenizka koncentracija 
CBD. Razlika je lahko tudi  med samimi GB celicami U373. Celična linija U373, ki smo 
jo uporabljali (ATCC) ima drugačne genetske lastnosti (podobne U251 GB celicam), kot 
celična linija U373 iz prvotnega laboratorija v Uppsali [32].    
 V študiji [24], kjer so prav tako tretirali GB celice U87 s CBD, so ob dodatku 5 
µM CBD, dosegli 80 % znižanje viabilnosti. Razlika viabilnosti je lahko posledica 
drugače zastavljenih eksperimentalnih pogojev in uporabe drugega medija.
 Kemoterapevtik TMZ, ki se najpogosteje uporablja pri bolnikih z 
diagnosticiranim glioblastomom, je v naši študiji povzročil zmanjšano raven fosforilirane 
oblike ERK1/2 (p-ERK) tako pri GB U87 (32 %), kot pri GB U373 celicah (72 %). 
Rezultati so v skladu z objavami [33, 34], kjer so pokazali, da TMZ pri različnih celičnih 
linijah v enakem koncentracijskem območju zmanjša raven izražanja p-ERK.  
 
 





 Za GB je značilna visoka stopnja invazivnosti tumorskih celic v normalno 
možgansko tkivo, kar povzroči rast in širjenje tumorja. Uspešno zdravljenje raka naj bi 
vplivalo na inhibicijo celične invazije, proliferacije in apoptoze. Pomembno vlogo pri 
rasti in širjenju glioblastoma ima modulacija kinazne aktivnosti ERK1/2, zato smo 
naredili prenos western, s ciljem ugotoviti nivo izražanja fosforilirane (p-ERK1/2) kinaze  
po tretiranju s CBD in s TMZ, Solinas in sodelavci [24] so prav tako poročali, da CBD 
vpliva na inhibicijo ERK in Akt kinazne aktivnosti ter posledično preživetveno 
signaliziranje v U87 in T98G GB  celicah.      
 Ker je GB zelo odporen na zdravljenje raka s TMZ, smo raziskali tudi, kakšen 
vpliv ima na fosforilacijo ERK1/2 kinaze CBD ter kombinacija CBD s TMZ. CBD pri 
U87 GB celicah zmanjša raven intenzitete fosforilirane oblike ERK1/2 za 60 %. Rezultat 
se sklada s študijo [24], kjer so uporabili 5 µM CBD, ki je zmanjšal raven izražanja p-
ERK za 61 %. Pri GB celicah U373, ki so bile tretirane s 6 µM CBD je nivo izražanja p-
ERK podobna (85 %) notranji kontroli – alfa tubulinu, kar je pričakovano, saj CBD pri 
testu viabilnosti na GB celice U373 ni učinkoval.      
 TMZ sam po sebi zmanjša izražanje p-ERK pri GB U87 za 70 %, dodatek CBD 
pa še dodatno pripomore k zmanjšanju izražanja p-ERK za 80 %. Pri GB U373 sinergije 
med CBD in TMZ ne izmerimo.       
 Naši rezultati kažejo, da CBD sam in v kombinaciji s TMZ močno zavira signalno 
pot ERK pri U87 GB celicah, ki je pomembna za preživetje in proliferacijo GB celic. 
Signalna pot ERK ima ključno vlogo pri proliferaciji tumorskih celic, pri apoptozi in 
ustavitvi celičnega cikla, kot tudi pri celični gibljivosti in invaziji [35]. Pri celični liniji 
U251 so ugotovili, da CBD poleg tega, da inhibitorno vpliva na signalno pot ERK, 
inhibitorno vpliva tudi na signalno pot Akt [24], ter na znižanje ravni MMP-2 [36]. Akt 
je ključni regulator celičnega preživetja in ima neposreden učinek na apoptozo [37]. 
Sočasna inhibicija Akt in ERK s CBD pa predstavlja pomemben učinek za potencialno 
terapevtsko uporabo v gliomih [38].  Poleg signalne poti ERK, bo torej potrebno raziskati 
še vpliv ostalih signalnih kinaz.       
 Kljub mnogim raziskavam, kompleksnost CBD mehanizma kaže na to, da bo 










6 Sklepne ugotovitve 
Ker je GB zelo odporen na sodobne metode zdravljenja, je ključnega pomena iskanje 
novih terapevtskih strategij za izboljšane slabe prognoze, ki jo imajo bolniki s to 
boleznijo. V diplomski nalogi smo preučevali vpliv CBD samega in v kombinaciji s 
kemoterapevtikom TMZ na GB celice U87 in U373. S pomočjo merjene spremembe v 
morfologiji in števila celic, testa viabilnosti in merjenja aktivirane kinaze p-ERK1/2 
proteina po posamičnem in skupnem delovanju CBD ter TMZ sklepamo, da: 
- Kanabinoid CBD naravnega izvora vpliva na znižanje viabilnosti U87 GB celic, 
medtem, ko na GB celice U373 nima vpliva. 
- Kanabinoid CBD je inhibiral celično viabilnost U87 GB celic preko p-ERK 
signalne poti medtem, ko na GB celice U373 ni vplival. 
- Kanabinoid CBD poveča delovanje kemoterapevtika TMZ, oba pa vplivata na 
signalne poti, ki aktivirajo ERK kinazo pri GB U87 celicah. 
Na podlagi dosedanjih študij [16–19], CBD kaže obetajoče rezultate, zato zagotovo 
velja kot dober kandidat za zdravljenje možganskega tumorja v prihodnosti. CBD je 
substanca naravnega izvora, katere učinek na zmanjšanje viabilnosti celic v raziskavah in 
vitro obeta vpliv na zdravljenje glioblastoma, vendar  je za klinično uporabo, potrebno še 
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